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論文の内容の要旨
乳癌はホルモン依存性癌の iつであり、エストロゲンによってその増殖、進行が制御される。今回、我々
は癌におけるマイクロアレイデータベースである iOncomineJを用いて乳癌の憎悪に関わる因子をスクリー
ニングし、転写因子である Krupel-likefactor 4 (KLF4)に着巨した。
KLF4はこれまでに癌遺伝子、癌抑制遺伝子両方の報告が知られているが、データベース解析によって
KLF4の発現量が乳癌のステージやグレードなどと負の相関を示すことが明らかとなった。また、他のホル
モン依存性の癌でも同様の相関が見られたことから、 KLF4がエストロゲンレセプター (ER)の機能に対し
て抑制的に働いている可能性を検討した。
まず、 KLF4がERα の転写活性に影響をもたらすかどうか、レポートアッセイ、定量的PCRi去によって
検討した。その結果、 KLF4はERα の転写活性を抑制し、さらに標的遺伝子の発現量を抑制していることが
明らかとなった。次にその詳細な分子メカニズムを解析するため、免疫沈降法を用いてKLF4、ERα 両者の
結合を確認した。その結果、 KL問、 ERα はエスト口ゲン依存的に結合していることが判明し、また、 ERα
の変異体を用いて解析を行った結果、 KLF4はERα のCドメインに結合することが明らかとなった。 ERα
のCドメインは DNA結合ドメインであるため、 KLF4がERα と結合し、ターゲットプロモーターへの結合
を担害している可能性が示唆された。そこで、 ERα のプロモーターへの結合に対する KLF4の影響をクロマ
チン免疫沈降法によって検討した。その結果、 KLF4のノックダウンによって ERα のリガンド依存的なプロ
モーターへの結合が増加したことから、 KLF4はリガンド依存的にERα と結合し、プロモーターへの結合を
阻害することで転写を抑制していることが明らかとなった。
また、 KLF4のERα の転写活性への抑制が細胞増殖に関与するかどうか検討するため、ヒト乳癌由来細胞
株MCF-7を用いてMγFアッセイを行った。その結果、 KLF4をノックダウンした場合、エストロゲン依存
的な細胞増殖が充進した。
以上のことから、 KLF4は乳癌において ERα のターゲットプロモーターへの結合を阻害し、乳癌紹i胞の増
殖に抑制的に働いていることが明らかとなった。
p53は多くのヒト癌縮抱で不活性化されている代表的な癌抑制遺伝子である。転写因子である p53は細胞
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ストレスによりアポトーシスや細胞増殖に関係する複数の下流遺伝子を転写活性化する。これまでの報告か
らDNA損傷時のp53の活性化には核小体鴎子で、あるKYBBPIA(Myb-binding protein lA)が重要な働きを
していることが明らかとなっているが、 MYBBPIAの癌に対する機能は明らかとなっていなかった。
初めに、乳癌患者由来の組織サンプルを用いて正常組織、癌組織間MYBBPIAのmRNA量及びタンパク
質量を解析した。その結果、 MYBBPIAの発現は癌組織で低下しており、 MYBBPIAは発癌に対して抑制的
に働くことが示唆された。次にMYBBPIAをノックダウン又は過剰発現させた乳癌縮胞株を作製し、マウ
スに移植することでMYBBPIAの腫蕩形成に対する作用を検討した。マウス皮下に形成された腫蕩の重量
はコントロール細胞に比べてMYBBPIAノックダウン細胞で増加し、過剰発現細胞で減少していたことか
らMYBBPIAが乳癌の腫疹形成を抑制する事が示された。
p53は癌の腫傷形成において、足場非依存的増殖能の獲得に関与することが知られている。そこで
MYBBPIAが非接着条件下で誘導される細胞死(アノイキス)に関与するかどうか検討した。その結果、
MYBBPIAは非接着条件下においてp53依存的にアノイキスを促進している事が明らかとなった。さらに、
詳縮な分子機構を検討するために、 p53の下流因子のmRNA量を検討したところ、 Bax、PUMA、p21のい
ずれのp53標的遺伝子の転写は非接着条件下で充進し、 MYBBPIAのノックダウンで減弱した。また、非接
着条件下ではMYBBPIAは局在を核小体から核質に移行させ、 p53と結合することでp53の転写活性を充進
させていることが明らかとなった。
以上の事から、 MYBBPIAはp53の活性制御因子として癌抑制機能を持っていることが示唆された。
審査の結果の要旨
本論文で著者は、いくつかの因子に着目し、その因子癌細胞に対する作用を解析した。その結果として、
転写因子KLF4が乳癌の女性ホルモン依存的な増殖を抑制する事、核小体因子MYBBPIAが乳癌の足場非依
存的な増殖をp53依存的に抑制する事、また、転写因子KLF5が核内受容体の新規機能を介して抵抗性前立
腺癌の腫蕩形成を抑制する事を明らかにした。特に、 p53は古くから知られ、重要な働きをする癌抑制因子
であるが、その機能が女性ホルモンのシグナル伝達系とクロストークし、かつ核小体ダイナミクスによる制
御を受ける事を証明した点は特筆に値する。さらに、転写因子KLF5が核内受容体の新規機能により活性制
御され、副作用を回避した治療法開発の可能性を示したことは極めて高く評価できる。今後、核小体、核内
受容体の新規機能という観点から、新たなアプローチによる癌研究の進展が期待される。
平成25年2月1日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験
を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員
によって合格と判定された。
よって、著者は博士(農学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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